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^ degenerative diseases, in particular to a method which can be canied ovi in vino. The invention also relaies to a test kit which can 
1^ be used for said method, in addition to Oe use of diis test kit or method to identify substances which specifically inhibit y-secietase. 
l/j A fin&er embodiment relates to die use of these substances to produce a medicament for seating nenro-degenerative diseases and 

to phannaceutical fommtations wliicfa contain said substances. 

SO 

^ (57) ZiBamnienfassung: Diev(Mli«^eBdeErfcdangliegtimFeIdder\%riabrenzumAuffinden v 

^ toren, die zur Behandlnng von neurodegpBeiadven Erlaankungen eingesetzt werden konnen, insbesondere von Vetfahren, die in vitro 
durchgefiihTt werden konnen. Femer benifit diese Etfindung einen Testkit, mit dem das erfindungsgemasse Verfahren dnrchgefiHw 
Q werden kann, sowie die Verwendung dieses Testkits oder des Verfahrens zum AufBnden von Substanzen, die spezifisch 7-Sekretase 
^ inhibieten. Eine weitere Ansfflhnmgsfonn bettifft die Venvendung dieser Substanzen zur Herstellung eines Medikaments zur Be- 
. bandluttgneurodegener^verEtlaankmig^nndpb»inazeutisdteFotnniHeinngen, die diese 
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y-Sekretase in wen? Testsystem 
Technisches Fdd derErfindnng 

Die vorlieg^de Erfindung liegt un Feld der Ver&bmi zum AufSnden von speafischen y- 
Sekretase Inhibitoren, die zur Befaandiung von neurodegenerativen Erkrankungen dngesetzt 

1 werden konnen, insbesondere von Verfehren, die in vitro durchgefiihit werden konnen. Femer 
betiifil diese Erfindung einen Testkit, mit dem das erfindungsgemaBe Verfahren durchgefiihrt 
werden kann, sovne die Verwendung dieses Testkits oder des Verfahrens zum Au£5nden von 
Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren. Eine weitere Ausfuhrungsform betrifit .die 
Verwendung dieser Substanzen zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung 

J* neurodegenerativer Erkrankungen iind pharmazeutische FonnuHerungen, die diese Substanzen 
enthahen. 

Hintergrund der Erfindung 

Aggregation und Pra^pitstion von Prot^en and an der Entstehung von verschiedenen 
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und Veitstanz (Engl.; „Chorea 

M Huntington") beteiligt. Bd der Alzheimer Erkrankung aggregiert das Amyloid-jJ-peptid (AP) und 
fiihrt zu unioslichen senilen Plaques, welche einen der pathoiogischen Marker der Erkrankung 
darstellen (Selkoe et al, 1996). AP entsteht durch proteolytische Spaltung eines 
Voriauferproteins, dem Amyloid- Vorlauferprotein (Engl.: „am!yloid precursor protein"; Engl.: 
APP). Man unterschddet zw« StoflEwechselwege des APPs, den nicht amyioidogenen Weg und 

M dea amyloidogenen Weg (Selkoe, 1991, 1994) 

Im nicht amyloidogenen Metabolismus des APPs spaltet die a-Sekretase innerhalb der Ap Region 
des APPs und fuhit damit zur Sekretion des loslichei N-terminalen Berdches des Protons (a- 
APPs) sowie nach erfolgtem y-Sekretase-Schnitt zur Frdsetzung von p3. Dagegen fiihrt der 
amyloidogene Weg zur Enstehung von Ap, indem zwei Proteasen den N-Teiminus (P-Sekretase) 

25 bzw. den C-Teiminus (y-Sekretase) von Ap generieren (Haass, 1993; Selkoe, 1994). 

la vivo ist A^ im humanen Plasma und der ZeiebrospinalQCisdgkdt nachzuweisett Auch in 
Zellkultur kann sekr^ertes Ap im 2kJlkulturuberstand in versdiiedeoen ZeUtypen nacbgewiesen 
werden, die APP oder Fragmente davon endogen exprimieren oder Qberexprimieren. Sowohl AP- 
Produktion und damit auch die Amjdoid-Flaqueentstdiung werden durcfa verscbiedene genetische 

X Risiko&ktoren beeinfluBt Dazu gehdren Mutalionen in den homologen Protdnen Presenilin 1 
und Presenilin 2 als auch tm APP selbst. Die Analyse dass&i Mutationen an Fibroblasten von 
AIzhelmer-Fatienten not ^mOiSr vererbter Alzhdmeikrankheit (Engl.: ,Jamiliar Alzheimer 
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Disease" (FAD)), zdgten den EinflulJ, den auf die Ap-Entstehung haben. Dies kcnmte durch 
Untersuchungen an transfizierten Zellea und transgenen Tieren bestatigt werden. ABe Mutationen 
eiiidhen die Produktion von Ap und fiihren im Fail der Presenilin Mutationen zur sdektiven 
Erhohung der langeren A|3 Variante, dem AP42 (Selkoe, 1996; Price, 1998), Dieses Pcptid 
s aggregiert im hoheren MaBe als die kurzere Form, dem AP40, und wird in den difiiisen Plaques 
und zusammen mit A340 in den senilen Plaques gefimden (Lemere et al., 1996; Mann et al., 
1996). Neben diesem EinfiuB der Mutationen gibt es HSnweise, daB auch die Wildtypform der 
Preseniline eine fiindamentale Funktion in der pliysiologisdien Entstefaung von Ap haben: In 
Neuronen von Mausenibryonen, bd deoen das PSl-Gen (PS: Presenilin) auf gentedimschen 

« Wege ausgeschaitet wurde, konnte dne drastische Reduktion von Ap 40 und AP 42 
nachgewiesen werden. AuBerdem akkunmlieren in diesea Zellen die C-terminalen Fiagmente des 
APPs, welches zu der Ansicht fiihrte, die Preseniline aktivieren die y-Sekretase oder besitzen 
sdbst y-Sekretase Aktivitat (De Strooper et al., 1998; Sisodia et al., 1998). Erste in vitro 
Testsysteme kombiniert mit Mutationsstudien an konservierten Aspartaten des Presenilin 1 legen 

}} die Vermutung nahe, dafi die Preseniline spezieDe autokatalytisdi aktive Aspartatproteasen sein : 
konnten, die fur den y-Sekretase Scfanitt in d^ Membran v^^ntwortlich sind (Wolfe et al., 1999). 
Die Diskussion uber die Identifiziming der y-Sckretase als entschddender Schritt in der 
Geaerierung von Ap und damit in derEntstehung von Alzheimer ist bis heute nicht abgescMossen. 
Unabhingig davon stellt diese Protease ein interessantes Zid dar, um pharmakologjscb in den 

3i ProzeB der AP-Entstebung eingreifen zu konnen, indem man Lihibitoren findet, die sddctiv ihre 
Aktivitat reduaeren. Dazu ist es wchti& neben TiCTmodellen und zelluiaren Assays auch in vitro 
Testsysteme zu ratwickeln, die unabhingig von Transportprozessen innerhalb der Zelle, das 
Testen von speafischen Wirksubstanzen moglich machen. 

Von Wolfe et al. (1999) wird ein in vitro Systran zur Messung der Aktivitat der y-Seki«ase 
IS gezeigt. Zur Bereitstellung des Systems werden Membranen aus Zellen au^eaibdtet, die stabil 
PSl exprimieren. Diese werden mit dnem das LC99-PoIypepitid kodierenden Plasmid vernusdit 
und einer in vitro Transkriptic!is-/rranslationsreaktion in Gegenwart von ^'S-Methiodn 
unterworfen, wobd das y-Sekretase-Substrat C99 gebildet wini. Die Mischung wild anschlieBend 
unter gedgneten Bedingungen inkubiert, wobd das C99-Fragnffint von APP von der y-Sekretase 
30 proteolytisch gespalten und die Abbauprodukte durch Gdelektrophorese nach einer 
immunprazipitation nadigewiesen werden. LC99 steht im Rahm^ dieser Eifindung fiir ein 
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Fuskmsprotein zwischen dem y-Sekretase-Substrat C99 und einer Signalsequenz (L: Reader" 
(engl.); Shoji et al., 1992). 



Knne Zusammenfassung der Erfindung 

Die voriiegende ErBndung iiegt im Feld der Verfehren zum AufiBnden von spezifischen y- 
Sekretase Inhibitoren, die zur Behandlung von neurodegaierativen Erkrankungen eingesetzt 
werden kSnnen, insbesondere von Verfehren, die in 'vitro durchgefiihrt werden konnen. Feraer 
betrifft diese Erfindung einen Testkit, mit dera das etflndungsgemafie Ver&hren durchgefiihrt 
werden kann, sowie <fie Verwendung dieses Testkits oder des Vet£ihrens zum AufiSnden von 
Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren. :^e weitere Ausfuhrungsform betiiffi die 
Verwendung dieser Substanzen zur H^stdhmg dnes Me(tikaments zur Bdtandlui^ 
neuiodegenerativer Eikrankungen und pharmazeutische FormuUeningen, die diese Substanzen 
enthalten. 

AbbHdungen 

Fig. 1: Charakterisiening der mikrosotnalen Fraktion Sm 

Die H4-ind/APP-LC99 Zellen lieB man in Abwesenheit von Doxycydin drei Tage wachsen, um 
die Expression von LC99 zu induaeren. PNS wurde wie beschrieben prapariert und weiter nrit 
Saccharose-Stufengradienten angereichert (Taylor et al. 1997) 

A. Anreichernng des y-Sekretase^ubstrats C99 in der ]VGkrosomeafraktion SIIL Aiiquots 
Qeweiis 30ftg) des FNS und der Mikrosomenfiaktion (Sm) wurden auf tm 12% SDS- 
Polyacrylamidgd au^etragen. Dazu wuide PNS von H4-tnd/APF-LC^ Zdlen prapariert, die in 
An- und Abwesenhdt von DoT^cydin gewachsen waren. Die Proteine wurden auf eine 
PoIyvinylidendifluorid-(PVDF)-Meinbran (Poly Screeii, New Life Science) ubertragen und C99 
mit dem polyklonalen Antikorper 5818 detefcfiert, der gegen die letzten 20 Aminosauren des 
gerichtet ist (1:1000 verdunnt; alternative gldchwiritende Antikorper: Produktmunmer SAD 
3138,Labgen). 

B. Anreichernng der Freseniline in der Mikrosomenfraktion SICL 

Aiiquots (jeweils 30(ig) des PNS und Fraktionen des Saccharose-Stufengradienten wiirden auf ein 
12% SDS-Polyaayianadgd geladen und die au^etrennten Protdne auf eine PVDF-Membran 
(Poly Screen, New life Sdence) ubertragen. Zur Detdction der zwd PS Proteine wurde entweder 
der monoklonale Antikorper BL3D7 (PSl CTF-spezifisch; 1:3000; Steiner et al., 1999) oder der 

3 . 
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monoklonale Antik6rperBI-HF5C (PS2 CTF-specifisch; 1:3000; Sterner et al., 1999) beniitzt. Es 
konnte gezeigt werden, dafi CTFs von PSl und PS2 in der Sm Fraktion angeieicheit worden 
waren. Ob £e beobachtete Protdnbande bei dbem M(delailaigewicht von ca. 46-50 ld)a jeweQs 
VoIlangen-PSl oder -PS2 war, konnte nicht bewiescm wmlen. 
s C. Charakterisiening der Sm-Fraktion durch Nachweis von Markerproteinen, die fur 
bestimmte Kompartimente cbaraktenstisch sind 

Aliquots (jeweils 30fig) des PNS und Fraktionen des Sac5charose-Stufengradienten (9) wurden auf 
dui 12% SDS-Polyaciyiamidgel geladen und die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF Membran 
(Poly Screen, New Life Science) ubertragen. 
J* Um die Anreichenmg von Membranen des endoplasmatischen Retikulums in der Sm-Fraktion zu 
zeigen wurde dn Anti-Calr^iculin Antik5rper (Stressgen Biotedmologies; 1:2000) benutzt. Die 
Verteihing von ^dosomalen Membranen im Giadienten wurde nut Hilfe von Anti-rabS 
Antikdipem (Transduction Laboratories Inc.) gezeigt 

n F^.2:ZenfreieGenerieningvonAB40undAB42voiiisoliertenMikrosoBien 

A* Z)e »ovo A6 Generierung in eineni zellfiieien y-Sekretase Testsystem nut isoiierten Mikrosomen 
von H4 Zellen, stabil transfiziert mit APP-LC99. Mikrosomen wurden wie beschrieben (Taylor et 
a!., 1997) pr^ariert (SIII-Fraktion) und bei 37°C oder 4''C Sir 4 Stunden unter neutraleh 
Bedingungen inkubiert (pH 6,8). Nach Infcubation des Substrats C99 wurden (fie Produkte AB40 

a» und Ali42immunoprazipitiertmitdenAnt!k6rpein6E10und4G8(S«ietek,GroBbritannien;Galfi 
et al., 1998). Dadurch konnte das Substrat/Produkt-Verhaitius abgesciiatzt werdai. Zar 
Praapitation der Afi40 und Afi42 Peptide alleine wurde die spezifiscfaen Antikdiper BI.40 und 
BI42 beniitzt Die prSapitieatai Proteine wurdei nut einem Tris-Bidne-Gd au^etrennt, auf dne 
NitrozeUulose-Membran ubertragrai und mit den Antik6ii>em 6E10 und 4G8 sidilbar gemacbt, | 

M wobd eine hochsensttive Westem-Bkt-Prozedur angew»idet wurde (Ida et al., 1996). Um den 
basalen intrazdluliren AB-Gehait zu besdmmen, wurden Immunprazipitationen direkt mit der bd 
- 80 "C gelagerten mikrosomalen Fraktion durchgefiihrt (Spur c). Das in vitro generierte A640 I 
and AlM2wandert mit den synthetischenABPeptiden.UntererTeil:Langere Exposition j 
B. Zeitabhangigkdt der in vitro AO Generation. 

30 Die Sni-Fraktion wurde wie beschneben prapariert und bd 37X oder 4^ unter neutialen I 
Bedingungen (pH 6,8) fur die angegebene Zeit inkubiert A6 Peptide wurden immunoprazipitieit 
mit den spezifiscben Antikdipem BI.40 and BI.42. iMe piaiipitierten Proteine wurden mit Tris- 
Bidne Geldektrophorese (KhM et ai., 1996) au^etiennt und anschliefirad mit dner 

BNS0OCID:<WO__01te3SSAiJL> 1 

. i 



wo 01/16355 PCT/EPOa/08340 r- 

hochsensitiven Westonblot Froze^ mit den Andkdipem 6E10 and 4G8 detdctiert (Ha et al., 
1996). Als Standard wuiden die synthettschen AMO und AS42 Peptide benutzt. Nadi 3-4 
Stunden Inkubation ha 37°C erreichte die de novo AB Generation ein Manmum. 

s Fig. 3: Ttas Y-Sekretase Spaltprodukt AS wird von etner Ca^-abhSngigen Protease 
degradtert 

Die Sm-Fraktion wurde wie beschrieben enzeugt und unter Standardbedingungen inkubiert 
(37°C; pH 6,8; 4 Stunden) in der An oder Abwesenheit von Kationenchelatoren, wie EDTA oder 
BAPTA. Als Kontrolle warden die Mikrosomen bei 4 "C in der Anwesenheit von EDTA 

K inkubiert. AB Peptide wurden inununoprazipitiert mit den spezifisclien Antikorpem BL40 und 
BL42 und durch Westemblot mit den Antikorpem 6E10 and 4G8 (Senetek, GroBbiftannien; GaUi 
et al., 1998) wie beschrieben detektiert. Als Standard dientoi die synthetischen Peptide AB40 and 
Afi42. Alle Reaktionen wurden. dreiiach durdigefiihrt In Abwesenheit eines Chelators ist die <fe 
novo AB Produktion drastisch reduziert. Sowohl EDTA als auch BAPTA, das nur Ca^-Ionen 

js cheliert, venirsachen eine hohere de novo AB-Menge. Dies kaim dadurch erMart werden, daB AB 
durch eine Ca'^-abhang^e Protease sofort nach der Entstehong wieder degradiert wird. 

Fig. 4: Die y-Sekretase ist eine Transmembranprotease. 

Die SUt-Fraktion wurde wie besdirieben prq)ariert und unter Standardbedingungen inkubiert (pH 
30 6,8; 5 mM EDTA; 4 Stunden) bei 37°C oda- 4°C als Kontrolle. Die mikrosomaJen Membranai 
wurden entweder mit Hochsalzlosung gewaschen (1 M KCl) oder mit NazCOj extrahiert, um 
schwach gebundene Proteine von den mikrosomalenen Membranen zu entfemen. Dazu wurden 
die pelletiertai Membranen in KQ-Puf^ resu^^uliert (1 M KG, 250 mM Saccharose, 20 mM 
Hepes, pH 6,8) und fiir 30 nun bei 4^ inkubiert, Zur NarfJOjExtraktion wurden die Membranen 
3s in 100 mM NazCOs, pH 11,5, homogenxdert and 30 min bei 0 °C inkubiert Die Membranen 
wurden bd 220.000 g fur 1 Stunde bei 4*0 inkubiert, vorsiclitig mit kaitem Wasser gewaschen 
und mit 1 ml Reaktionspufifer (9) wahrend der Homogoiisi^ng gewaschen. Die Membranen 
wurden wie oben beschrieben zentrifugiert und in Reaklionspuffer resuspendiert. Aliquots wurdwi 
in fliissigem StickstoflF eingefroren. Ap Peptide wurden mit den spezifischen Antikorpem BL40 
30 und BI.42 inmmnoprazipitiert und durch Westemblot mit den Antikorpem 6E10 and 4G8 wie 
besdnieben detdctiert Als Standard wurden die synth^ischen Peptide AP40 and Ap42 benutzt. 
Alle Reaktionen wurden zwet&ch durchgefiihrt. Onabhangig von der Vorbehandhmg der 

r 
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Mdnbranen war der Gdialt an de novo generierten AB nahezu identisch. Diese Daten legen die 
VOTiHitung nahe, daB die y-Sdcretaae eine Protease ist, die entweder fest an die Membran 
gebunden ist Oder dn integraies Membianprotein ist. 

Fig. 5: Das pH-Opttmum fiirdiey-Sekretase Aktivitat liegt zwischen pH 6.8 und 7.4 

Die Sm-Fraktion wurde wie beschiieben prapariert und b« den angegebenen pH-Werten unter 
Standardbedmgungen inkubieit (pH 6,8; 5 mM EDTA; 4 Stunden). AB-Peptide wurden mit den 
spezifischen Antilcorpem BI.40 und BL42 inimunoprazipitiert und durch Westemblot mit den 
Antifcorpem 6E10 and 4G8 wie beschiieben detektiert. Alle Reaktionen wurden zwei&ch 
durchgefuhrl Zur KontroDe wurde die in vitro Reaktion bd 4^2 und pH 6.8 durchgefiihrt. Das 
pH-Optimum fiir die in vitro y-Sekretase Aktivitat Ke^ im neutralen Bereich zwischrai pH 6.8 
und pH 7.4. Stark reduzierte y-Sekretase Aktivitat wurde sowohl unter leicht sauren als auch 
unter basischen pH-Bedingungen gefiindoi. 

FSg. 6: EfTekt etnes moglichen y-Sekretaseinhibitors in dem zdlfreien y-Sekretase 
Testsystem. 

Die Sm-Fraktion wurde wie beschneben prapariert und bei einem pH-Wert von 6,8 unter 
Standardbedingungen in der An- oder Abwesenheit verscMedener Konzentrationen der 
Verbindung A(Abb.: A) inkubiert (pH 6,8; 5 mM EDTA; 4 Stunden). Afi Peptide wurden mit den 
speafischen Antikorpem BI.40 und BL42 immunopraapitiert und mittels W^traiblot mit den 
Antikorpem 6E10 und 4G8 (Senetek, GroBbtitanmen; GaDi et aL, 1998) wie bescfarieben 
detektiert. Alle Reaktionen wurden zwei- oder drei&di durchgc&hrt. Als Kontrolle wurdeai die 
Reaktionen bei 4°C durchgefuhrt 

A. Verbindung A ze^e eine ktrnzentrationsabhangige Infaibition der in vitro AB 
Generation. Die Quantifizierung des de novo goierierten AB wurde mit dem 
Chanilurainescence Ima^ System (Biorad) durchgefiihrt und ist im unteren Teil abgebfldet 

B. Verbindung A zeigte eine konzentrationsabhangige Rednktion von extrazelluISrem 
Ap40 und AP42 

Die Verbindung A war audi in dnan zeflularen Testsystem aktiv, in dem der extrazeOulare Gdialt 
an AP40 und 42 bestimnit wird, der von der U373 Zdlinie (U373; ATCC No. HTB 14) sekretiert 
wild. Diese Zdlinie U373/APF75I ist eine Astrotytoma ZdGnie, die mensdifiches APP751 
liberexprimiert und groBe Mengen an AP40.(~1000pg/mi/ 4 Stunden mit 5xlO' Zellen in 15 mi 

y 
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Medium) and Ap42 (-lOOpg/ml/ 4 Stunden nut 5xlO' Zdlen in 15 ml Medium) sekretiert Die 
Bestimmung erfblgt Qber EUSA (ELISA: J&izyme linked immunosorbent ass^ (Steiner et d., 
1998). Die A^40-Sekretion wurde durch die Veibindung A in einer konzentrattonsanhangigen 
Wdse stark reduziert, wobd die AP42-Sekretion bd subinhibitorischen Dosen leicht erhoht war 
s und dann bei hoheren Dosen eben&Us inhibiert wurde. 

Fig. 7: Efiekt eines beschriebenen r-Sekretaseinhibitors m dena zellfrden y-Sekrefase 
Testsystem. 

Die Sm-Fraktion wurde wie bescfarieben prapariert und bd dnem pH-W«rt von 6,8 unter 
IB Standardbedingungen in der An- oder Abwesenhdt veischiedener Konzentrationen der 
Verbtndung MG132 (Biomol Bestellnr : PI-102; De Strooper et al. 1999) inkuMert (pH 6,8; 5 
mM EDTA; 4 Sttmden). Afl Peptide wurden mit den spezifisdwn Antikorpem BI.40 und BL42 
mimunprazipttiert und mittels Westemblot mit den Antikdrpem 6E10 und 4GS (Soietek, 
GroBbritannien; Galli et al., 1998) wie besdmeben detektiert. AHe Reaktionen wurden zwei&ch 
« durchgefuhrt. Als KontroUe wurden die Reaktionen bd 4°C bzw. bd ST^C ohne Inhibitor 
durchgefiihrt. 

A) Die Verbindung MG132 zeigte eine konzentrationsabhangige Inhibition der in vitro AB 
Generation. 

B) Die Quantifizienmg des <fe novo geneiierten AB wurde nut dem Chemiiumihescence Imaging 
» System ( Fiima Biorad) durdigeiuhrt und ist im unteren Teil abgd)ildet. 

8 : CharakterblM-ung der mikrosomalen F^-aktioniening von H4indLC99 Zdlen • 

Die H4-ind/APP-LC99 Zdlen lieB man in Abwesenhdt von Doxycyctin drd Tage wadisen, uiii 
die Expression von LC99 zu induzieren. Die Fraktionen wuiden wie beschrieben prapariert 
ii (Schroter et al. 1999). 

A) Nadiweis von Markerproteinen, die fur bestimmte Kompartimente charakteristisch 
sind 

Aliquots (jeweils SO^ig) der Fraktionen wurden auf ein 12% SDS-Poiyacrylamidgd geladen und 
die aufgetreraiten Proteine auf eine PVDF-Membran (Poly Screen, New Life Sdence) ia)ertragen. 
30 Urn die Anrdcherung von Membianen des endoplasmatisdien Retikulums in der ^fi-Frakdon zu 
zdgen wurde dn Anti-PDI Antifc6iper (Stressgen Biotedmologjes; 1:2(K)0) benfitzt. Als 
Veigleidi vnirde die Sm Fraktion do* ersten mikrosomalen Fraktionierung mit aufg^ragen. FDI 
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ist in der mikrosomalen Fiaktion angereichert.Die Vertdluiig too lysosomalen Membranen in den 
Fraktionen wurde nut Hflfe von Anti-CathepsinD AntikSipem (Transduction Laboratories Inc.; 
1:1000) gezdg^. Die mikrosomale Fraktion ist fta von fysosomalen Proteinen. Als Vergldch 
wurde das PNS der H4nidLC99 ZeSen imt au%etragen. 
J B) Zellfreie AO Entstehnng in der mikrosomalen fVaktion 

Mikrosomen (M-Fraktion) wurden wie beschrieben prapaiiert und bei einem pH-Wert von 6,8 
unter Standardbedingungen mkubiert (pH 6,8; 5 mMEDTA; 4 Stunden). 

AB Peptide wurden mit den spezifischen Antikorpem BI.40 und BI.42 inununprazipitiert und 
mittels Westemblot mit den Antikorpem 6E10 und 4G8 (Senetek, GroBbritannien; Galli et al.^ 
•o 1998) wie beschrieben detekliert. Die ZTC inkubationen wurden zweifach durchgefiihrt In der 
mikrosomalen Fraktion, als auch in der endosomalen Fraktion findfA eine AB BUdung statt 

Ausfuhriidie Besdireibnng der Erfindung 

Die Aufgabe dn veibessertes Testsystem berdtzustellen, kornite durch die vorliegende Eifinduiig 
H im Rahmen der Beschrdbui^g und der Ansprudie gdost werden. Erfindungsgemafi wird ein in 
vitro Testsystem zum AufiSnden von Substanzen, die spezafisch y-Sekretase inhibieren konnen, 
bereitgestelit. In einer wetteren Au^iihrungsfonn der ErSndung wird ein Testkit zum AufiQnden 
von Substanzen, die spezi6sch y-Sekretase inhibieren konnen, offenbart. Eine wettere 
Ausfuhrungsfomi der Erfindung ist die Verwendung des erfindungsgemaBen Verfehrais oder des 
» erfindungsgemaBen Testkits zum AufiEnden von Substanzen, die speafisch y-Seikretase inhibieren 
konnen. Femer werden Substanzen bereitgestelit, die mit dem eifindungsgemMSen Vei£thren oder 
dem erfindungsg^naBen Testkit au£5ndbar sind. Eine weitere Ausfiihrungsfoim b^ri£ft die 
Verwendung dieser Substanzen zur Herstellung dnes Medikaments zur Bdiandhing 
neurodegenerativer Eikrankungen und pharmazeutisdie Formufieiungen, die diese Substanmi 
2s enthahen. 

Das erfndungsgem^ Ver^hren verwendet gereinigte Membranen, die aus Zellen isoliert 
werden, die ein Substrat der y-Sekretase nachweisbar e^qprimieren und y-Sekretase-Aktivitat 
aufiveisen. Unter y-Sekretase soil fan Rahmen dieser Erfindung ein Protein verstanden w«-den, das 
die Eigenschaft hat, APP oder Fragmente davon proteolytisch zu spahen, insbesondere das C99^ 
JO Peptid (Shoji et al., 1992), in p3 oder Ap. Somit sind alle ZeUen Sir das erfindungsgemafie 
Vetfehren geetgnet, in denra d«r Fadunann mittds Western Blot und Verwendung spesafischer 
Antikdrper dn Substrat der y-Sdcretase bzw. dessen Spal^rodukte nadnvdsen kann. Gedgnete 
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Membranen sind aOe Membranen, in denen der Facbinann mittds Western Blot imd Verwendung 
spe2jfischer Andkorper ein Substmt der y-Sekr^ase nadnvdsen kann, bevoizugt fysosomale und 
endosomale Membrsnen, besonders bevorzugt mikrosonude Membranen. Ver&hren zur 
spezifischen Aufreinigung von Membranen sind dem Fadunann faekannt aus Methods in 
s Enzymology, Vol. 219, Titel: Reconstitution of intracellular Transport, und dem Buch 
,3iochemische Arbeitsmethoden", T.G. Cooper, De Griiyter Veriag, 1981. Zur Ausfuhrung des 
erfindungsgemafien Verfehrens konnen, wie in einer nicht limitierenden Ausfiihrungsform im 
Beispid besdiridien, Zellen mit einer DNS-Sequenz transfiziert werden (DNS: 
Desoxyribonufcldnsaure), (Me fur ein Substrat der y-Sekretase kodiert. Bei einer bdspielhaften 

10 Ausfiahrungsfbrm kann dutch den Entzug von Doxycyclin dSe Expression dieses Substiates 
induaert werden. Die Zell^ kdnnen gedfSiet werden und ein postnuklearer Ubeistand (Bngt.: 
„post nudear supernatant"; Abk.: PNS) hergestdlt weiden, der wdter au%earbdtet wird, um z.B. 
die mikrosomaie Fraktion zu isolieren. Diese Fraktion kann unter gedgneten Bedingungen 
inkubtert werden und die Bildung des Produktes der Reaktion der y-Sekretase mit einem 

11 geeigneten Substrat durch Immunpiazipitation und anschlieBendem Nachweis mittels geeigneter 
Antikorper im Western Blot Verfahren bestimmt werden. Das y-Sekretase-Substrat konnte im 
PNS und in einer hoheren Konzentradon in der nukrosomalen Fraktion gefunden werden (Fig. 
lA), Die C-terminalen Fragmente (CTP) von PSl und PS2 wuide audi in do* Sm-Fraktion 
angerddiert (Hg. IB). Die nukrosomale Fraktion enthidt keine endosomalen Membranen, aber 

30 £R und Golgi Kompartimente waren angerddiert (Fig. IC). De novo generiertra A^ konnte in 
den mikrosomalen Fraktionen gefimden werden, die bd 37 °C inkubiert worden waren (Fig. 2A). 
Inkubation bd 4 °C verhinderte die de novo Ap-Entstdning. Geringe Mengen an A3 waren durdi 
die Existenz von intrazellularen Ap in den fiisch praparierten nukrosomalen Fraktionen bedingt 
(Fig. 2A, Spur c). Die de novo Ap-Entstehung war zettahhangjg und errdchte dn Ma^dmum nadi 

3s 3 bis 4 Stunden Inkubation (Fig. 2B). Jedoch zdgte eine Evaluierung der Substrat/ Produkt- 
Beziehung, daB die m vitro Ap-Goierierung kdne effiztente proteolytische Reakdon War (Fig. 
2A). Die Likubation der mikrosomalen Membranen in Abwesenheit von EDTA fbiute zu etoer 
dramatischeh Venninderung der m vitro Ap-Generieiung (Fig. 3). Den glddioi Effdct hatte der 
Caldumchdator BAPTA. Dies legt die Verrautung nahe, daB dne in derselben Fraktion 

JO anwesende Ca^*-abfaangige Protease Ap abbaut Die Bdtandlung der mikrosomalen Membranen 
mit 1 M Kd im Puffer oder eine Extraktion dieser Membranen mit 0, 1 M NaiCOs pH 1 1,5 vor 
dor Durchfiihiung des y-Sekretase-Testsystems zdgt, daB <fie y-Sekrdase membranstandig oder 
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zumindest fest an die Membran gebunden sein inuB (Fig. 4). Ln Gegeaisatz zu fioher {njbli2aerteo 
Daten (WoJfe et al., 1999) Uegt das mh diesem Testsystem bestimnite pH-Optimum Sir die y- 
Sekr«ase-Attivitat bd dnem pH-Wert zwischen 6,8 und 7.4 (Fig. 5).Weder bei einehi 
basisdieren (pH 8,0 bis 8,5) noch bei einera saureren pH (pH 6,0 bis 6,4) erfolgte die de novo 
AP-Generation. 

In einer erfindungsgemafien Ausfuhningsform werden die beschriebenen gereinigten Membranen 
insbesondere miiaosomale Membranen mit einem gedgneten ReaktionspuflFer und einer 
Testsubstanz vennischt, Unter Testsubstanz soU im Rahmen dteser Eifindung jede Substanz 
verstanden werden, die daraufhin getestet werden soli, ob sie inhilMtorisch auf die y-Sdcretase- 
Aktivitat wirken kSnnte. Darni wird die Mischung unter Bedingungen inkubiert, unter denen das 
Substrat der y-Sekretase bei Abwesenheit der Testsubstanz gespalten wird. Dann wird die Menge 
eines gebildeten Spahprodufcts bestimmt und der erhaltene Wert mit dem Wert verglichen, der in 
Abwesenheit der Testsubstanz eriiaiten wird. 1st die Menge des gebildeten Spaltprodukts in 
Anwesenheit der Testsubstanz geringer als in Abwesenheit der Testsubstanz, so inhibiert die 
Testsubstanz die Bildung des Spaltprodukts und die Testaibstanz ist ein Inhibitor der y-Sekretase. 
Im Stand der Technik wurden u.a. Veibindungen identifiziert, die als spezifische y-Sdcretase- 
Inhibitoren bezeichnet wirden und eine inhibitorische Aktivitat auf die Sekretion von A^40 und 
AP42 hatten, ohne die Bildung von AP zu beeinfiussen. Mit dem eifindungsgemaBen y-Sekrrtase- 
Testsystem kSmien nun vorteilhafterwdse spezifische y-Sekretase-InhilMtoren identifiziert und 
vaiidert werden und von Mubitoren unterschieden werden, de die Sekretion von A340 und 
AP42 verhmdem. Eine ^ Verbindung wurde, wie im Beispiel beschrid>en, mit dem 
erfindungsgemafien Testsystem getestet. Die Verbindung A ([aS-(aR*, yR*, 6R*)] N-butyl-y- 
hydroxy-a-(l-methy!ethyl)-5-[(4-raethylpentyl)amino]cydohexanhexanamid-hydrocWori^ siehe 
Beispiel 20 von EP 778 266 Al) wurde gemaB den Angaben im Beispiel 20 der Europaischen 
Patentanmeldung EP 778 266 Al heigestelit und zeigte eine konzentrationsabhangige inhibition 
der Ap-Generierung mit einem IC50-Wert von ^wa 6 pHA (Eg. 6A). AhnKche Resuitate wunien 
in dnem Testsystem ermittelt, das sekretiertes Ap40 und Ap42 m dnem quantitativen EUSA 
mifit, der spezifisch Sir beide Ap-Peptide ist (Steiner et al., 1998). Hier wird eine Astrocytoma 
Zeffinie (U373) benutzt, die Wildtyp APP751 uberexprimiert und detektierbare Mengen beider 
AP-Spezies sekretiert. Eine konzentrationsabhangige Reduktion m der Menge an extrazellularen 
AP40 und Ap42 konnte nach dner Ubemachtbehandlung mit der Verbindung A beobachtet 
werden (Rg. 6B). 
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In einer Ausfiihningsfonn der Erfindung werden Zdlen kultiviert, die dn endogenes Polypeptid 
exprimieren, das ein Substrat der y-Sekretase ist Unter dem BegrifT endogen ist im Kahmen 
<tieser ErSndung zu verstdien, daB (fiese Zelle oder ZeUfinie das bezdchnete Polype^Jtid in dner 
ausreichenden Menge exprimieit, ohne dafi dazu wdtere Mampulationen, z.B. nuttels 
s gentechnoiogischer Methoden notig sind. Im Rahm^ der Erfindung soil imter dner 
ausreichenden Menge an Substrat der y-Sekretase eine Menge verstanden werden, die in einer 
etablierten biochemischen Nachweismethode (z.B. ELISA, Western Blot) unter Verwendung 
spezifischer Antikorper ein nadnveisbares, uber dem Ifintergiund Uegendes Signal erg^bt. 
in dner b^onders bevomigten AusSihrungsform der Erfindung werden Zellen kultiviert, die ein 

It exogenes Poljrpeptid exprtimeren, das dn Substrat der y-Sekretase ist. Unter dem Begriff exogen 
ist im Kabmen dieser Erfindung zu verstehen, daB diese Zdle oder Zefflinie mtttds 
gentedmologisdier Methoden so manipuliert wird, dafi sie das y-Sekretase-Substrat exprimiert. 
Enthalt die Zelle oder Zellinie das y-Sekretase-Substrat audi ohne die besagten Manipulationen, 
so soli mit diesem Begriff ausgedruckt werden, daB die Menge des y-Sekretase-Substrats 

It gegenufaer dem Wert ohne Manipulation meBbar erhoht ist. Zur Hersteiiung einer das y- 
Sekretase-Substrat exogen exprinuerenden Zelle kann eine Nukleotidsequenz, die fur die 
Aminosauresequenz des y-Sekretase-Substra£s kodiert, in eine gedgnete Expresstonskassette 
eines ^aiyontisdien Expresdonsvektors eingdnacfat werdea Gedgnete E}q)resnon5kass^en 
haben dnen in etikaryontisdien Wirten funktiondlen Promoter wie zJB. den Cytomegalo\nnis^ 

30 Promoter (CMV-Promoter) und dn fimktiondles Polyadenyiiemngssignal z.B. vom SV40 Wiras 
(Engl.: "Sinuan Vims"; Abk.: SV). Gedgnrte Expressiohsveklorai and Vektoren, iKe in 
eukaryontischen Wirten replt^deren kdnnen, d.h. einen funktioneUoi Replikationsursprung (EngL: 
"Origin of replication") besitzen. Diese Expressionsvektoren koiraen nach der Transfektion 
qjisomal vorliegen oder in das Genom integriert werden, wenn sie gedgnete Sequenzen tragen, 

M die eine Integration ermdglichen. 

In einer bevorzugten Ausfiihningsform wird ein Expressionssystem verwendet, das es erlaubt, die 
Expression des exogenen Polypeptid zu induzieren, wobei hier versduedene Systeme verwendet 
werden konnen wie 2.B. das „Tet-on"- oder „Tet-ofi"-System (US-Patent 5,464,758; Gossen und 
Bujard, 1992, 1995, vertiieben durdi Clontech, Hdddberg) oder das LacSwitdj-System (rfdie 

30 U.S. Patent 5,589,392; vertrieben dutch Stratagene). In einer besonders bevorzu^en 
Ausfuhrungsform der Erfindung wird die Expresdon des y-Sekretase-Substrats durdi Entzug von 
T^racyclin oder Dougrcydin induzdert (,,Tet-0&"-Sy5tem). Dazu wird die Nukteotidsequ^iz, die 
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die Aminosauresequenz des Y-Sekretase-Substrats kodiert, hinter mindestens eine Binduogsstelle 
des Tetracydin-Repressors klonieit. Femer ist auf dem seiben Plasmid, dnem wdteren Plasniid 
Oder chromosomal iitt^riert due wdtere Nukleotidsequenz zu finden, die fur ein Fusion^rotdn 
zwtschen dem Tet-Repressor und einer sauren, aktrvierenden Doinane kodiert, das konstitutiv 
s exprimieibar ist. Unter saurer, aktivierender Domane ist eine Proteindomane zu verstehen, die 
dnen hoiien Antei! an sauren Aminosauroi hat und die Eigenschaft besitzt, die Transkription eines 
Gens zu vermitteln, wenn die Domane in geeigneter Position in den vor dem Gen lokaiisierten 
Transkriptionskomplex eingebracht wird. Diese Eigenschaft kann durch den bekannten "One- 
hybrid-Assay" ermittelt werden. Bei dieser Methode wird eine DNS-bindende Domane mil einer 

It zu untersuchenden Domane fiisioniert, Avofaei die DNS-btndende Domane an eine Sequenz bindet, 
die sich vor einem Reporterprotem be&idet, und die AkUvitat des besagten Reporterprotdns 
gemess^ wird (Qontech, Heideibeig). In dem oben beschriebenen Fall wird die Expression des y- 
Sekretase-Substrats nicht stattfinden, wenn die Konzentration von Tetracycfin oder einem Derivat 
von T^cyclin wie z3. Do^gincyclin in der ZeDe emen besttmmten Wert ubeischrehet, da der 

« Tetracyclin-Repressor Tetracyclin oder das Derivat davon bindet, infolgedessen nicht an sdne 
Bindungssteile in der DNS bindet und daher nicht die Transkription des hinter diese 
Bindungsstelle geschalteten Gens induaert, das fiir das y-Sekretase-Substrat kodiert. In 
Abwesenheit von Tetracyclin oder einem Derivat davon bindet das Fusionsprotein zwischen Tet- 
Repressor und saurer Aktivieningsdomane an sdne DNS-Bindungsstelle und induzi^ die 

» Transkription des dafainter geschalteten Gens, das fiir das y-Sekretase-Substrat kodiert Dandt ist 
gewShrldstet, dafi due gesteuerte und gezielte Bqiression des y-Sekretase-Substrats stalt&idet 
In einer Ausfiihrungsfoim der ErSndung ist das y-SdEretase-Substrat das Anqrbid- 
Voriauferprotdn (APP; a^: "amyloid precursor protein") oder ein Fragment davon, sofem es 
die y-Sekretase Schnittstdle beinhaltet.. In dner bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist 

35 das y-Sekretase-Substrat das C99-Fragment des Amyloid-Voriaufer-Proteins (Shoji et al., 1992). 
Das y-Sekretase-Substrat kann ganz allgemein membranassoziert, bevorzugt aber 
manbranstandig, sein. Unter membranstSndig soli im Rahmen dieser Erfindung verstanden 
werden, dafi das Substrat integraler Bestandteii der Membran ist. Unter membranassozi^ soli im 
Rahmen dieser Erfindung verstanden werden, dafi das Substrat an ^e Oberflache der Membran 

w oder an integrale Menbraiqirotdne gdjunden ist. Es soUen von dieser Definition fiir 
membranassozierte Substrate auch Substrate um&Bt werden, 6a& fiber cfaemische Gnipinerungai 
nut dem hydrophoben Teil der Membran wectedwiiken, de dutch posttiansladonale 
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Modifikationen hiimige&gt wurden. Femer sollen unter den Begriff membranassoaeite Substrate 
auch Substrate &Uen, die fiber Aininos3urensdtenketten mit dem hydrophoben Tdl der Membran 
wechselwiiken, aUerdings in geringerem MaBe als die int^ralen Membranprotdne. Bdspielhaft 
soQ hier die Prostagiandinsynthetase genannt werden. 

In einer anderen Ausfiihrangsfonn der Erfindung ist das y-Sekretase-Substrat ein Fusionsprotein 
eines Reporterproteins mit dem Amyloid- Vorlauferproteins oder eines Fragments davon, sofem es 
die y-Sekretase Schnittstelle beinhaltet. In einer bevorzagten Ausfuhrungsform ist das y- 
Sekretase-Substrat ein Fu^onsprotein zwischen einem Reporterpratdn und dem C99-Fragment. 
Im Rahmen dieser Erfindung soil unter einera R^orterprotwn ein Protdn verstanden werden, das 
die Sgenschaft beshzt, ein leicht detektiobares Signal zu generieren, und dessen Menge mit der 
Menge des interessierenden Spaltproduktes koirdi^ Die Signalgenerioiing erfblgt entweder 
durch die B^timmung der enzymatischen Akdvitat des Reporterproteins mit leicbt zu 
detektierenden Substraten oder durch Messung der Intensttat der Fluoreszenz des 
Reporterproteins. Beispiele fur Reporterproteine sind das griin fluoreszierende Protein (GFP; 
engl.: "green fluorescent protdn"; siehe z.B. WO95/07463) oder in anderen 
Wellenlangenbereichen fiuoreszierende Derivate davon oder En2yme wie die Luziferase, die 
sekretorische alkalische Phosphatase oder die p-Galaktosidase. Bei dieser Ausfiihrungsform der 
Erfindung wird das Fusionsprotein des Spaltproduktes nut dem R^orterprotein von dem 
Fusionsprotein des ungespahenen y-Sekretase-Substrats mit dem Reporterprotein z.B. duich 
ImmunpraziiHtation getrennt. Dies kann mit sdlekttv das Spahprodukt erkennendra Antikoipem 
eifolgen. AnschlidJetKl wird die Menge des Reporteqiroteins mh den erwahntoi Ver&hren 
bestimmt, die abhangjg von den Bigenschafl^ desselben ^d. Die erwahnten Fusionsproteine 
kdnnen durch gangige gentechnologische Methoden (Sambrook et al., 1989) hergestellt werden, 
wenn die fur das Reporterprotein und das y-Sekretase«Substrat kodierende DNS vetffigbar ist. 
Die DNS, die fur die Reporterproteine kodiert, kann z.B. von kommerziellen Anbietem erhalten 
werden, wie z.B. Clontech, Hddelberg, und durch Standaidver&hren (Sambrook et al., 1989) in 
die gewtinschten Vektoren eingesetzt werden. Die DNS, die fiir das y-Sekretase-Substrat odo* fur 
das C99-Fragment kodiert, kann mit Standardm^oden aus geeigneten Genbanken eihalten 
werden (Sambrook et al., 1989). 

Zur Ausfiihrung der Erfindung sind alle Zellen oder Zelllinien geeignet, die dem Fachmann 
bekannt sind, vor aOem eukaiyontische Zell^ oder Zeillinien. Bevorzugt ^nd Zdl^ od^ 
Zelllinien, die in der neurologischen oder neurobiolo^schen Forschung verwendet werden, z3. 
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SSugerzeiien oder -zeUlinien wie H4, U373, NT2, HEK 293, PC12, COS, CHO, Fibroblasten, 
Mydomazellen, NeuroblastomzeDen, Hybridomzeflen, Oozyten, embiyonisdie Stammzdlen. 
Femcr sind Insdctenzelllinien (z.B. unter Verwendung von Baculoviius Vektoren wie pPbac oder 
pMbac (Stratagene, La Jolla, CA)), Hefe (z.B. unter Verwendung von Hefeexpressionsvektorcn 
wie pYESHIS (bivitrogen, CA)), und Pilze geagnet. 

Besonders bevorzugt sind Zellen oder ZellUnien neuronalen oder giialen Ursprungs. In einer ganz 
besonders bevorajgten Ausfuhmngsform der Erfindung handelt es sich bei den verwendeten 
Zellen um H4-Zellen, menschliche Neurogiiomazellen aus dem Gehira, die unter der ATCC- 
Nummer mB-148 bei der "American Type Culture Collection (ATCC)", in Manassas, Virginia, 
USA, Wnterlegt sind. 

In einer bevorzugten Ausfiiliningsfonn der Erfindung werden au%ereinigte zeUuIare Membranen 
verwendet, bevorzugt intrazeflulare Membranen, besonders bevoizugt au%ereinigte lysosomale 
Oder endosomale Membranen. Besonders bevorzugt werden mikrosoniale Membranen verwendet, 
die aus den verwendeten Zdlen durch Lyse der ZeUen, Entfemen der Zellkeme, Reinigung uber 
Saccharose-Dichtegradienten, emaite Sedimentation dutch Ultrazentrifbgation, 
Homogenisierung, emeute Sedimentation durch Ultrazentrifiigation und emorte 
Homogenisierung aufgereinigt werden. Standardverfahren zur Aufreinigung von Membranen sind 
in Methods in Enzymology, Vol. 219, und in dem Buch ,3iochemische Arbeitsmethoden", T.G. 
Cooper. De Gruyter Verlag, 1981 beschrieben. Grundsatziich ist Ultrazentrifiigation mit 
Gradienten aus Saccharose, Metrizamid, Ficoll und lodoxanol zur Membranrdnigung geeignet. 
In dner bevorzugiten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung hat der Reaktionspuffer einoi 
pH-Weit im Berdch von 5-!0, bevorzugt im Berdch von 6,0 bis 8,0, besonders bevorzugt von 
6,8 bis 7,4 und enthah noch mindestens einen Menibranstabilisator. Unter Membianstabilisator 
soli im Rahmen <Ueser Erfindung eine Substanz verstanden werden, die die Aggregation der 
Membranen unteibind^ Unter Menibranaggr^ation soli im Rahmen dieser Erfindtmg, die 
Verldumpung oder Aggregation und eventuell anscWieBende Fusion von Vesikebi oder 
liposomen oder aucfa multilamellarer Gebilde verstanden werden. Dies kann durch die 
experimentell bestimmbare Zunahme der Trflbung oder Lichtstreuung einer zu untersuchenden 
Losung Oder Suspension bestimrat werden, wobei hiermit auch die Eigenschaft einer Substanz auf 
seme membranstabilisierende Wirkung hin festgestellt werden kann. Der Membranstabilisator im 
Rahmen dieser Erfindung ist bevorzugt Saccharose oder Sorbitol, wobei der Fachmann diese 
jedoch durch gleichwiikende Substanzen ersetzen kann. Bevorzugt liegt die Konzentiation des 
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MembranstabiGsatois im Reaktionspufier zwisdien 200 und 1000 mM, bevorzugt zwischen 200 
und 500 mM, besonders bevoizugt zwischen 200 und 300 mM. 

In einer besonders bevoizugten Ausf&hrungsfonn des erfindungsgemaBen Verfehrens enthait der 
Reaktionspufier zusatziich dn icomplexierendes Agens, bevorzugt fiir zweiwertige lonen. Dies 
kann z.B. Ethylen-diamin-tetraessigsaure (EDTA) oder dn Salz davon, l,2-bis(o- 
aminophenoxy)ethan-N, N, N', N'-tetraessigsaure (BAPTA) oder ein Salz davon oder 
EthylenglykoI-bis(b-aminoetlQrl)-N,N,N',N'-tetraessigsaure (EGTA) oder ein Salz davon sein. 
Der Komplexbildner liegt bevorzugt in einer Konzentration von 0,1 bis 20 mM, bevorzugt 5 bis 
10 mM, vor. Als Komplexbildner bezeichnet man Verbindungen, die als Liganden zur Bildung 
von Komplexen be£iiugt sind, d.h. besonders zur Komplexierung und Maskierung von Metallen, 
insbesondere von zweiwertigen MetalSonen. Die Bezdchnung wird haufig synonym fiir 
Clidatbildner gebraucht In dem erfindungsgemaBen Ver&hrea kOnnen audi weitere 
Komplexbildner etngesetzt werden. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung wird zusatziich ein ATP-regenerierendes S^tem zu dem 
Reaktionansatz hinzugegeben. IMeses System enthait Adenosintriphosphat (ATPX 
Guanosintrqjhosphat (GTP), Phosphokreatin, Rreatinphosphokinase, vorzugswdse in einer 
Konzentration von 1 mM ATP, 0,1 mM GTP, 8 mM Phosphokreatin, 31 mM 
Kreatinphosphokinase bei einem pH-Wert im neutralen Bereich, vorzugsweise zwischen 6,8 und 
7,2, besonders bevorzugt bd einem pH-Wert von 7,0. 

In dner bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Menge des 
Spaltprodukts durch Imniunprazipitalion oder Western Blot, bevorzu^ durch eine Kombtnation 
von LnmunprajdpitatiQn und Western Blot. IMe Durchfiihrung der Xmmunpdizipitation und des 
Western Blot »folgt wie von Ida et al. (1996) beschiieben. Unter Western Blot ist eine M^hode 
zu verstehen, bd der Proteine entsprecfaend ihrer Ladung im nativen oder meist im denaturierten 
Zustand mittds GdddOrophorese meist Polyaoylamidgddektrophorese aufgetrennt werden, auf 
TrSger transferiert werden wie zB. Nitrozellulose oder Polyvinylidendifluorid und anschlieBend 
nuttds Antikorpem nadigewiesen werden. In dner weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung 
erfolgt die Bestimmung derMei^e des Spaltprodukts durch Eniymimmunoassay (Engl: Enzyme- 
linked immunosorbent assay; Abk.: ELISA) (Stdner et al., 1999) oder dutch 
Massenspektroraetrie. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Menge des 
Spaltprodukts durdi Bestimnuing der Menge des an das Spaltprodukt fuaionieiten 
Rq>orterproteins, oachdem dieses von dem Fusionsprotdn zwischen ungespaltenem y-Sekretase- 
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Substrat und Reporterprotein abgoeinigt wurde. Die Menge der an das Spaltprodukt fiidonieften 
Lu2aferase, sekretorischen allcalischen Phosphatase oder p-Galaktosidase erfbigt Airch 
Bestonmung der enzymatischen Aktivitat des Reporterprotdns nach Substratzugabe. In einer 
anderen Ausfuhningsfonn der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Menge des griin 
fluoreszierenden Proteins oder eines Derivats davon dutch Messung der Intensitat des 
FluoreszenzUchts. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsfbrm der Erfindung tst ein erfindungsgemafier Testkit 2wm 
AufiBnden von Substanzen, die spezijGsch y-Sekretase inhibieren komen. Ein Testkit ist dne 
Zusainmenstelhi^g sSmtlicher Komponenten fiir das erfindungsgemaBes Verfahren. Nicht 
erschopfende Beispiele fiir weitere Hemente, um das erfindungsgemaBes Verfahren auszufiihren, 
sind GefaBe wie z. B. 96-Loch-Platten oder Mikrotiterplatten, ReaktionsgefaBe, wdtoe geeignete 
GefaBe, OberflSchen und Substrate; Monbranen wie ISfitTDzeUulosefilter, Waschieagenzien und 
ftiflfer oder ahnliches. Wdteriun kann ein Testkit Reagenaen, die gebundene Antikorper 
nacfaweisen konnen, enthalten wie z. B. markierte Sekundarantikorper, Chromophore, Enzyme (z. 
B. an Antikorper konjugiert) und deren Substrate oder andere Substanzen, die Antikorper binden 
konnen. Der erfindungsgemaBe Testkit enthalt mindestens gereinigte zellulare Membranen aus 
Zellen, die y-Sekretase-Aktivitat aufweisen und ein Substrat der y-Sekretase enthalten, und 
Reaktionspuffer. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sand die Membranen au^ereinigte 
tntrazellulare M^oibranen, bevoizugt lysosomale oder endosomaie, besonders bevoizugt 
mikrosomale MBmbranen. Besond^ bevorzugt wurden (Ue Membranen aus Zetien au%ereinigt, 
(fie exogen ein Substrat der y-Sekr^ase ocprimier^. In einer bevorzugten Aus&hnmgsfonn der 
Erfindung hat der ReaktionspufFer dneii pH-Wert im Bereich von 5-10, bevorzugt im Bereich von 
6,0-8,0, besonders bevorzugt im Bereich von 6,8 bis 7,4, und enthalt als weitere Komponenten 
noch mindestens einen erfindungsgemaSen wie oben beschriebenen Membranstabilisator. 
Bevorzugt liegt die KonzMitration des MembranstabDisators, der bevorzugt Saccharose oder 
Sorbitol ist, im Reaktionspuffer zwischen 200 und 1000 mM, bevorzugt zwischen 200 und 500 
mM, besonders bevorzugt zwischen 200 und 300 mM. 

Besonders bevorzugt aithalt der Reaktionspuffer zusStzfich einen erfindungsgemaBen 
Komplexbildner, bevorzugt fiir zweiwertige lonen. IMes kann wie oben beschrieben zJB. EDTA, 
BAPTA oder EGTA oder dn Salz davon sein. Der Kompl^ildnef liegt in einer Konzentration 
von 0, 1 bis 20 mM, bevorzugt 5 bis 10 mM vor. 
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In dner Ausfuhnrngsfoam der Erfindung enthalt der Testkit zusatzlicfa «n erfindungsgemafies wie 
oben beschriebenes ATP~regenerierendes System, das zu dem ReakUonansatz Iun2ugegd>eii 
werden kann. In dner wdterai Ausfiihningsfonn der Eifindung enthalt der Testkit Antikoiper, 
die es erlauben, die Bestimmung der Menge des Spaltprodukts durdi Inununprazipitation oder 
s Western Blot, bevorzugt durdi eine Kombination von Lnmunprazipitation und Western Blot, 
durchzufuhren. 

In dner bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird das erfindungsgemaBe Verfahren oder 
der erfindungsgemafle Testkit benutzt, um Substanzen au^finden, die spezifisch Y-Sekietase 
inhibieren konnen. In einer wdteren Aus&hrungsform wird eine Substanz berdtgesteUt, die mil 

M dem erfindungsgemaBen Verfehren oder dem erfindungsgemaBen Testkit aufiBndbar ist und die 
spezifisch (fie proteolytische Spaltung eines y-Sefcretase-Substrats inhibieit. Die erfindungsgemiBe 
Substanz kann zur Hersteflung etnes MecUkaments zur Behandlung neurodegenerativer 
Erkrankungen verweodet werden, insbesonda-e der Alzheimer-Krankhdt. AuBerdem weiden 
phaimazeutische FormuU^ung berdtgestellt, die eine er&idungsgemafie Substanz enthahen und 

« dnen pharmazeutisch akzeptablen Trager. 

Ein pharmazeutisch akzeptabler Trager kaim physiologisch akzeptable Verbindungen enthalten, 
die Z.B. die Stabilitat oder Absorption der erfindungsgemaBen Substanz erhohen. Soldie 
physiologisch akzeptable Verbindungen beinhalten z.B. Kohlenhydrate wie Glukose, Saccharose 
oder Dextrane, Antioxidantien wie Ascoibat oder Qutathion, Cheiatbildner, Protdne nut 

» niedrigem Molekulargewicfat oder andere StabOisatoren (siehe z.B. Bemington's Pharmaceutical 
Sdences (1990)). Ein Fachmann wdB, daB die Auswahl eines phaimazeutisch akzeptablen 
Tragers einsdilieBlich einer physiologisch akzeptable Veibindung zB. vom Administrationsweg 
abhangt. 
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Bctspiel 1- Durcbfuhrung des Testsysfems: 



1.1 Herstelhing einer gedgneten Zdlime 

H4 NeurogKomazeflen (Hmterlegungsnununer HTB 148 bei der „American Type Cukure 
Collection" Manassas, "Wrginia, USA) wurden unter Standardbedingungen mit dem 
Regulatorplasmid pUHD15-lneo (pUHD15-l mit Neomycinresistenzgen) transfiziert, das das 
Gen fur einen Tetracyclin reprimierbaren Transafctivator tragt (Gossen und Bujard, 1992, 1995). 
Durch transiente Transfektionsexperimenten wurde fur die zweite stabile Transfekdon mit dem 
APP-LC99-Konstrukt ein individueller Klon ausgewahlt, der eine streng regulierte und eine staike 
induzierbare transiente Expression eines Reportergens aufwies (pUHDlO-3/ SEAP; SEAP: 
sekretorische alkalisciie Phosphatase). Zur Herstellung des APP-LC99-Konstnikts wirde dne 
Sequenz, die die N-terminale Signalsequenz imd die letzten 99 Aminosauren des APP enthalt 
(Shoji et al., 1992), tiber BamHI und SadH ResttiktionsschnittsteUen in den Tetracyclin 
kontrollierten ExpressioiBveictor pUHDlO-3 kloniert. Dieses Konstrafct wurde als pUHDlO- 
3/APP-LC99 bezdchneL Der wie oben beschrieben eiiiahene Zellklon wurde mit 10 jig pUHDlO- 
3/ APP-LC99 und 1 fig pTK-Hyg (Clontech, Heidelberg; Genbank-Zugangsnummer U40398) 
kotransfiziert und die Selektion mit dem Fugene-Transfdctionssystem von Boehringer Maimheim 
nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Enzehie Hygromycin resistente ZelUdone 
wurden durch Entzug von Doxycyclin und anschliefiender immunfluoreszenz und/ oder Western 
Blot mit einem APP-CTF-speaafischen Antikdrper auf die induzieibare Expression von LC99 
untersucht. Der sdektierte Kion wurde H4-ind/ APP-LC99 genannt. 

1.2 Au&rbeiuing etner M3crosomenfiaklion aus H4 IX:99 2^en 

Die H4-ind/ APP-LC99 Zdien lieB man bei 37 "C , 5% CO2 mit DMEM Medium (DMHVI: 
JDuIbecco's Modified Eagle Medium" CEngi.), vertrieben von der Finna BioWittacker) und 10% 
fctalem Kalbersemm (Engl.: ,^etal Calf Serum", FCSX 1% Glutamia, 1% Penicillin und 
Streptomycin in der Abwesenheit von Doxyzyklin auf 15 cm groBen Petrischalen bis zur 
Konfiuenz wachsen. Durch Entzug von Doxy2ykIin wurde die Expression des Fusionsprotdns 
induziert. Alle Schritte der Praparation des postnuklearen Uberstandes wurden auf Eis oder bd 4 
"C durchgefuhrt. Die Zellen wurden nach Zugabe von 2 ml PBS pro Petrischaie mit einem 
ZeDschaber von den Petrischalen entfemt. Nach Zentrifugation bei 500 g fiir 10 min wurden die 
Zdlen vorsichtig in HIS-Puffer (250 mM Suarose, 5 ihM Imidazot, 10 mM HEPES pH 6,8) 
resuspendiert, bd 1400 g fiir 10 min emeut zentri&^eit imd anschlieBend in 300 ^1 HlS^-PuSer 
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(HIS-PufiTer mit 5 mM EDTA) pro Petrischale resuspendtert. Das Zdlhomogenat wunle durch 
eine 22 gauge Nadd unter Venvendung dner 1 ml Spritze gednickt und die Lyse der Zellen mh 
Phasenkontrastmikroskopie kontrolfiert. Das Zdlysat wurde bd 2500 g fiir 10 mm zentri&giert, 
ma den Uberstand von den intakten Zellen und den Zelltiuniinem zu trennen. 

s Der PNS wurde mh einem Saccharose-Stufengradienten (Taylor et al., 1997) weiter 
aufgearbeitet, wobd dieser zuerst auf 100 mM KH^Ot/ K2HPO4, pH 6,8, eingestellt wurde. Alle 
Saccharoselosungen enthielten 100 mM KH2PO4/ K2HPO4, pH 6,8, 5 mM MgCt und die 
Proteaseinhibitoren Leupeptin (10 ng/ml) und Aprotinin (10 {ig/ml). Der Gradient enthielt Stufen 
von 1,3 M, 0,86 M und 0,5 M Saccharose, die mit dem eingestellten PNS uberschichtet wurden 

« und anschlieBend bel 100,000 g fiir 1,5 Stunden bd 2 °C zentri&giert wurden. Die 
Zwischensdildit zwischen 1,3 M uihI 0,86 M Sacdiarose tst die mikrosomale Fraktion SSI. Um 
die Membranen zu pelletieren, wurde die SDI-Fraktion auf 250 mM Saccharose mit 100 niM. 
KH2PO4/ K2HPO4, pH 6,8, dngestdlt und bd 220,000 g fur 20 min bd 4 °C zentrifugiert. Die 
Membranen wurden mit Reaktionspufier gewasc&en (250 mM Saccharose, 50 mM KCl, 2,5 mM 

IS Magnesiumac^at, 20 mM HEPES, pH 6,S, 5 mM EDTA), wie oben beschrieben zentri&giert und 
bis zur Homogenttat in 1 ml Reaktionspufier resuspendieit. Kleane AHquots der mikrosomalen 
Fraktion wurden in flussigem Stickstoff gefroren und bd -80 °C au&ewahrt. 

1.3 Durchfiihrung des y-Sekretase-Inhibitor-Testsystems 

» Die gefrorene mikrosomale Fraktion von den induaerten H4-ind/APP-LC99 Zellen wurde auf Eis 
au%etaut und jewdls 10 |il fiir jede zellfi^e Reaktion verwendet. Die Proben wurden auf 30 |il 
mil ReaktionspufiEer verdunnt und bd besdmmten Temperaturen, pH-Weiten und Zdten 
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben auf 2 % SDS eingestellt und bd 95 f&r 5 
Mmuten erhitzt. Zu de» Proben wurden 1 ml IP-Puffer (150 mM NaC3, 10 mM Tris pH 7,4, 1 

IS mM EDTA 0,2 % 1SIP40 und die Proteaseinhibitoren Aprotinin (10 \ig/ ml), Leupeptin (10 fig/ 
ml), 5 ng/ml Pepstatin, 1 mM Pefabloc) und jewdls 6 |ig/ ml der spezifischen Antikorper BI.40 
und BL42 (Alternative gldchvwrkende Antikdrper sind von QCB, Quality Control Biochenucals, 
Inc., Hopkinton, USA; Katalognutnmem 44-348 and 44-344 erhaltlich) hinzugegeben. Nach dner 
Stunde bei 4 °C wurden 20 jil vorgewaschener Gammabind-Sepharose G Kugebi (Pharmada 

30 Biotech) hinzugefugt und uhex Nacht bd 4 °C inkutnerL Der Sepharose-Immunokomplex wurde 
mit IP-PufEer gewasdien und prazipitieite Protdne tmt 20 ml Tris-Bidne (Klafid et aL, 1996) 
FrobenpufTer duiett. Die Proben wurde mittels Tris-Bidne Polyaci^damidgeldektrophorese wie 
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beschrieben aufgetrennt (BClafki et al., 1996). Die berats besdiriebene faochsenshive Western Blot 
Methode mh Antikorpem 6E10 tuid 4GS (Produldnuimneni mAb 200-10 und mAb 300-10, 
Senetek, GroBbritaniaei^ Galli ct al., 1998) wurde benutzt, um die immunoprazipitierte Ap- 
Spezies zu detektieren (Ida et al., 1996). Chemiluinuiiszenz wurde mit dem Western Star Substrat 
s (Tropbc) detekdert und nut einetn Cheiiuiuminiszenz>Detektions-Systein von BioRad quantifizirat 

1 .4 Ge\^nnnung des Cytosols aus Meerschweindienleberzdlen 

Ein postnuklearer Oberstand (PNS) aus der Leber ernes Meerschwdnchens wird wie beschrieben 
durch Homogenisierung und Zentii&gation gewonnen (Taylor et al., 1997). Dieser Uberstand 
i» wird auf einem Saccharose-Stufengra^enten aufgetragen (Taylor et ai., 1997) und bei 100.000 g 
und 4^ fur 1,5 h zentrifbgiert. Die Fraktion mit 500 mM Saccharose vmrd mit 1 x KPi PufiF^ auf 
250 niM Saccharose verdunnt imd bei 200.000 g und 4X fcr 20 Minuten zentrifiigieit. Der 
Uberstand ist das Cytosol (Jones et al., 1998). 

« 1.5 Alternative Ehirchfiilining des y-Sekretase-Infalbitor-Testsystems mit einem ATP- 
regenerierenden Syston 

Eine aufgereinigte Mikrosomenfiaktion dieser rekombinamen H4 Zellen wird mh einem 
geeigneten Pufifersystem (50-150 mM KCl, 1,5-5 mM Magraiesiiunacetat, 250 mM Saccharose, 
20 mM Hepes pH 6,8), dnem ATP regenerierenden System (1 mM ATP, 0,1 mM GTP pH 7,0; 8 
30 mM Phosphokreatin, 31 mM Kreatinphospholdnase) und Cytosol, das wie unter 1.2 beschrieben 
aufgearbeitet wurde, bei 37 "C inkubiert und ansdJiefiend <fie y-Sekretase Aktivitat iiber den 
Nachweis des Produktes AB mittets Western Blot me oben beschrieben gemess»t. 
Beispiel - Durchfiihrung des Testsystems 

2t 1.6 AltmiativeAu&ibdtungein^MIkrosomeiifiaktionau5H4LC99ZeUai 

£s wurde die glddie Zellime (H4 Neurogliomazetlldon mit AFP-LC99-Konstrukt) wie unter 1.1 
beschrieben verwendet. 

Die H4-ind/ APP-LC99 Zdlen KdJ man bd 37 "C , 5% CO2 mit DMEM Medium (DMEM: 
,J)ulbecco's Modified Eagle Medium" (Engl.), vertrieben von der Firma BioWittacker) und 10% 
30 fbtalem BCalbersemm (Engl.: .J^etal Calf Serum", FCS), 1% Glutamin, 1% PenidUin und 
Streptomycin in der Abwesenheit von Doxyzyklin auf 15 cm grofien Petrischalen bis zur 
Konfluenz wachsen. Durdi Entzug von Do:Qrzyklin wurde die Expresidon des Fusionsproteins far 
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drd Tage induaert AUe Schiitte der Praparation des postnuklearen tiberstandes wurden auf £is 
Oder bei 4 'C durchgefuhit Fflr dnen pr^arativeti Ansatz wurden je 10 mal 15 cm Petrischalen 
zusammen aufeeaibateL Die Zellen wurden nach Zugabe von 2 mi dskahem PBS pro Petrischaie 
mit einem Zellsdiaber von den Petrischalen entfernt. AHe folgenden Arbeiten wurden wie in 
Schroter et al. beschrieben durchgefuhrt. Nach Zaitrifiigation bei 500 g ar 10 min wurden die 
Zellen vorsichtig in ST-PufiFer (250 mM Sucrose, 10 mM Tris pH 7,4) resuspendiert, bei HOOxg 
fiir 10 min emeut zentrifugiert und anschlieBend alle Zellen in 5 ml ST-Puflfer resuspendiert. Die 
Zellen wurde mit einem 5 mi Potter (Firma Braun, Melsungen) mit 500 rpm homogenisiert und 
die Lyse der Zellen mit Phasenkontrastmikroskopie kontrolliert. Das ZeUysat wurde zunachst bd 
2000xg fur 2 min zentrifiigiert, um intakte Zellen und grofie Zelltrummer zu sedimentieren. 
Anschliefiend wurde der Uberstand bei 4000xg fiir 2 nun zentri&giert, um ZeDmembranoi und 
Zelifceme abzutnamen (Fraktion PN). Das Sediment bestehend aus Zdlkemen und 
Plasmamembranen wurde zweimal mit ST-Puffer gewaschen und vwe oben beschrieben 
zentrifugiert. Die tjberstande wurden vereinigt und in einem neuen Gef^ bei lOOOOOxg fiir 2 nrin 
zentrifiigiert, um \fitochondrien, Lysosomen und Endosomen abzutremien (Fraktion EL). Um 
abscIiIieBend die gereinigten Mikrosomen zu sedimentieren, wurde der Uberstand bei 400000xg 
zentrifiigiert. Zur Trennung der Lysosomen und der Endosomen wurde die EL-Fraktion weiter 
bearbeitet. Die Lysosomen wurden durch eine 10 minutige hypotone Lyse auf Eis ztim Platzen 
gebracht (Bohley et al. 1969) und die intakten Endosomen wurden anschliefiend bei lOOOOOxg fur 
2 min sedimentiert. (Lysosomen = Fraktion L; Endosomen = Fraktion E). 
Zur Charakterisieiung der Trennung wurden 30^g Gesamtprotdn jeder Fraktion auf ein 
Polyacrylamidgel aui^etragen und die Vertdlung vMschiedener Markerprotdne einzelner 
Kompartimaite in den Fraktionen im Westemblot V»!fahren nachgewiesen. 
Die endosomalen und mikrosomalen Membranen wurden mit ReakticmspufiTer au^enommen (250 
mM Saccharose, 50 mM KQ, 2,5 mM Magnesiumacetat, 20 mM HEPES, pH 6,8, 5 mM EDTA) 
und bis zur Homogenitat in 1 ml Rsaktionspufifer resuspendiert. Kleine Aliquots der 
verschiedenen Fraktionen wurden in fiussigem Stickstoff gefroren und bei -80 '^C aufbewahrt. 
AnschlieBend wird, wie unter 1.3 beschrieben, das y-Sekretase-Inhibitor-Testsystems unverandeit 
durchgefiihrt. 



2/ 



11635S«LJL> 



WO0mti35$ 

Lheratur: 



PCT/EP00/IS34d 



BoMey et al (1969X FEES Lett. 5,233-236 

De Strooper c/a/. (1998). Nature 391, 387-390. 
s De Strooper et al. (1999). Nature 398, 5 1 8-522. 

GalU et al. (1998). Proa Natl. Acad. Sci. USA, 95, 1247-1252. 

Gossen, M., and Bujard, H. (1 992). Proc. Natl. Acad ScL 89, 5547-51. 

Gossen, M., and Bujard, H. (1995). Biotechniques 19, 213-216. 

Haass, C, and Selkoe, D.J. (1993). CeU 75, 1039-1042. 
w Ida et ai. (1996). J. BioL Chem. 271, 22908-22914. 

Jones, S.M., et aL (1998). Science 279, 573-577. 

Klafld et al. (1996). Anal. Biochem. 237, 24-29. 

Lemere et al. (1996): Nat. Med, 2, 1146-1150. 

Mann et a!. (1996). Ann. Neurol. 40, 149-156. 
« Price, D., and Sisodoa, S. (1998). Ann. Rev. Neurosdenoe 21, 479-505. 

Remington's Phannaceutical Sciences. (1990). 18. Ausgabe. Mack Ptibl., Easton. 

Schroter et ai J. of Immunological Methods 227 (1999) 161-168 

Selkoe, D.J. (1991). Neuron 6, 487^98. 

Selkoe, D.J. (1994). Annu. Rev. Cdl Biol. 10, 373-403. 
» SeUsoe, D.J. (1996). J. Biol. Chem. 271, 1 8295-1 8298. 

Shqji et al. (1992). Science 158, 126-129 

Sisodia et al. (1998). Neuron 21, 1213-1221. 

Steiner et al. (1998). y. 5/0/. Cfefflt 273, 32322-32331. 

Steiner et aL (1999). J. Biol Chem. 274, 7615-7618. 
a Taylor a/. (1997). Mo/. 5/o/. Ce// 8, 191 1-193 1. 

Wolfe et al (1999), Nature 398, 5 13-517. 



22. 



BMSDOClCc <W O o iieassfta i > 



wo 01/16355 PCr/EP0(MIS340 ^- 

Ansprucbe: 

1. Verfahren zum AufiSnden von Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren konn^ 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) man aus Zellen, die y-Sekretase-Aktivitat aufweisen und ein Substrat der y-Sekretase 
J enthalten, geremigte Membranen herstellt, 

b) diese Membranen mit Reaktionspuffer und einer Testsubstanz mischt, 

c) . diese Mischung unter Bedingungen inkubiert, unter denen das Substrat der y-Sekretase bd 

Abwesenhdt der Testsubstanz gespalten wird, 

d) die Menge dnes gebildeten Spahprodukts bestimmt wird, und 

It e) der erhaltene Wert mit dem Wert verglichen wird, der in Abwesenheit der Testsubstanz 
eihalten wird. 

2. Veifahren gemafi Ansprudi I, dadurch gekamzddinet, d^ man Zellen kultivieit, die ein 
endogenes Polypeptid ^rimieren, das ein Substrat der y-Sekretase ist. 

3. Verfehren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Zellen kuhiviert, die ein 
« exogenes Polypeptid exprimieren, das ein Substrat der y-Sckretase ist. 

4. Verfahren gemaB An^ruch 3, dadurch gekennzdchnet, dafi <tie Expression des exogenen 
Polypeptid induaerbar ist. 

5. Vetfehren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzdduiet, daB die Expression des y-Sekretase- 
Substrats durch Entzug von Tetracyclin oder einem Tetracydinderivat induziat werden kann. 

M 6. Verfahren gemSB einem der Ansprilche 1 bis 5, dadurch gekennzdcfanet, dafi das y-Sekretase- 
Substrat das Anijdoid-Voilaufef-Protdn oder ean Fragment davon isL 

7. Verfahren gemSB Ansprudt 6, dadurch gekramzddmet, daB das Fragment des Amyloid- 
Vorlaufer-Proteans das C99 Fragment ist, 

8. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das y-Sekretase- 
3s Substrat ein Fu^onsprotein des Amyloid-Vorlaufer-Proteins oder eines Fragmoites davon, 

insbesondere des C99-Fragmen:ts, mit einem Reporterprotein isL 

9. Verfahren gemSfi Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Reporterprotein das grun 
fluoreszierende Protein oder ein Derivat davon, die Luziferase^ die sekretorische alkaGsche 
Phosphatase oder die P-Ciatakto^dase ist 

X 10. Verfahren gemaB einem der Anspruche I bis 9, dadurch gekennzdchnet, daB die Zellen 
neuronalen oder ^alen Urspiungs sind. 
1 1. Verfahren gemaS Anspruch 10, dadurch gekennzeicfan^ daB die Zellen H4-Zdlen sind. 

13 



1te3KA2J_=- 



wo 01/16355 PCT/EPOO/08340 

12. Verfahren gemSB einem der AnsprQche 1 bis 1 1, dadtirch gdcennzeichnet, dafi die Membranen 
zdlulare Mranbranen, bevomigt intrazeUulSie Membranen sii^ 

13. Ver&hren gemaB Anspnich 12, dadurch gekennzdchn^ dafi die Membranen lysosomate oder 
endosomale Nfembranen sind. 

s 14. Verfahren gemaO Anspnich 12, dadurch gekomzddmet, daB die Membranen mikrosomale 
M^nbranen sind. 

15. Vei&hren gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die mikrosomale Membranen 
mit folgenden Sdiritten aufgereinigt werden: 

a) Lyse der Zellen, 
» b) Entfemen derZellkeme, 

c) Reinigung uber Saccharose-Dichtegradienten, 

d) Emeute Sedimeittadon durch UttrazentrijEugation, 

e) Homogenisiening, 

f) Emeute Sedimentation durch Uttrazentri&gation, und 
» g) Emeute Homogenisierung. 

16. Ver&hren gemaB einem der Anspdiche 1 bis IS, dadurch gekennzeichnet, daB der pH>Weit 
des Reaicdonspuffen; im Bereich von 5-10, bevoizugt im Bereich von 6,0-8,0, besonders 
bevorzugt von 6,8 bis 7,4, Hegt und als wdtere Komponente noch minde^ais dnen 
Membranstabifisator enthalt 

20 17. Ver&hren gemaB Ansptuch 16, dadurdt gekennzeichnet, dafi der M^nbranstabilisator 

Saccharose oder Sorbitol ist 
18. Verfehren gemafi Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die Konzentration des 

Membranstabtlisators zwisdien 200 und 1000 aM, bevorzugt zwischen 200 und 500 mM, 

besonders bevorzugt zwischoi 200 und 300 mM liegt 
IS 19.Var&hren giewSB dnem der AnsprOdie 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dafi d^ 

Reaktionspuffer zasStdadi einen Komplexbildner oithalt. 

20. Vei&hr^ gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dafi der Komplexbildner EDTA, 
EGTA Oder BAPTA odo- ein Salz davon ist. 

21. Verfahren gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafi EDTA, EGTA oder BAPTA 
» oder das Salz davon in einer Konzentration von 0,1 bis 20 mM, bevorzugt von 5 bis 10 mM, 

vorliegt. 

22. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich ein 
ATP>regenerierendes System zu dem Reaktioiiansatz hifumgegeben \^dFd. 

2H 
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23. Ver&hren gemafi emem der Anspruche 1 bis 22, daduith gekennzeidmet, daB die 
Besttmmung d^ Menge des Spaltprodukts durch Lnmunprazipitation od^ Western Blot, 
bevorzugt durch ^ne Kombination von Itnmunpraztpitation und Western Blot erfolgt. 

24. Verfehren gemaB einem der Anspruche 1 bis 23, daidurch gekennzeichnet, daB die 
Bestimmung der Menge des Spaltprodukts durch ELISA erfolgt. 

25. Verfehren gemaB einem der Anspruche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Bestimmung der Menge des Spaltprodukts durch Massenspektrometrie erfolgt. 

26. Ver&hren gemiB dnem der Anspruche 8 bis 22 dadurdi gekennzeichnet, daB die Bestimmung 
der Menge des Spaltprodukts dutch Bestimmung der Menge des an das Spaltprodukt 
finaonietten Reporterproteins erfolgt. 

27. Ver&hr^ gemaS Anspruch 26 dadurch gekennzdchnet, dafi die Menge der an das 
Spaltprodukt fiisionierten Luzi&rase^ sekretoriscben alkalischen Phosphatase oder B- 
Galaktosidase durdi Bestimmung der enzyinatischen Aktivitat nadi Substratzugabe erfolgt. 

28. Ver&hren gemaB Anspruch 26 dadurch gekennzeichnet, daB die Bestimmung der Menge des 
griin fluoresaerenden Proteins oder eines Derivats davon durch Messung der Intensitat des 
Fluoreszenzlichts erfolgt. 

29. Testkit zum Au£5nden von Substanzen, die spezi6sch y-Sekretase inhibieren konn^ dadurch 
gekennzeidmet, daB der Testkit mindestens gereinigte Membranen aus Zdlen, die y- 
Sekretase-Aloivitat aufweisen und ein Substrat der y-Sekretase entfaalten, und Reaktionspuffer 
enthalt. 

30. Testkit gemaB Anspruch 29, dadurch gekennzeicfanet, daB die Membranen lysosomale oder 
endosomale, hevoTzagi mikrosomale Membrane sind. 

31. Testkit gemafi einem der Anspruche 29 bis 30, dadurch gdcennzeichnet, daB die Zellen 
exogen ein Substrat der y-Sekretase e:q>rimieren. 

32. Testkit gemaB einem der Anspruche 29 bis 31, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
Reaktionspuffer einen pH-Wert im Bereich von 5-10, bevorzugt im Bereich von 6,0-8,0, 
besonders bevorzugt von im Bereich von 6,8 bis 7,4, hat imd als weitere Kon^)onenten noch 
mindestens einen Menibranstabiiisator enthglt 

33. Testkit g«na6 Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daB der MembranstabiGsator 
Saccharose oder Soibitol ist. 
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34. Testkit gemaB Anspnich 32 oder 33, dadurch gekennzddmet, daB die Konzentiation des 
Membranstabnisators im Reaktionspuffer zwischen 200 und 1000 mM; bevorzugt zwischen 
200 und 500 nM, besotiders bevorzugt zwischen 200 und 3 00 mM liegt. 

35. Testkit gemaB einein der Anspriiche 29 bis 34, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Reaktionspufifer zusatzlich ein komplexierendes Agens enthalt. 

36. Testkit gemaB Anspnich 35, dadurch gekennzeichnet, daB das komplexierende Agens EDTA, 
EGTA Oder B APTA oder dn Salz davon ist. 

37. Testkit gemSB Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB EDTA, EGTA oder BAPTA oder 
ein Salz davon in einer Konzentration von 0,1 bis 20 niM, bevorzugt 5 bis 10 mM, vorliegt. 

38. Testkit gemaB einem der AnsprQcJie 29 bis 37, dadurch gekennzeichnet, dafi der Testkit 
zusatziich ein ATP-regenoierendes System enthalt. 

39. Testkit gemiB einem der Anspruche 29 bis 38, dadurch gekennzeiciinet, da& die Bestimmuiig 
der Menge des Spaltprodukts durch ImmunprSztpitation oder Western Blot, bevonugt durch 
eine Kombiitation von lirnnunprazipitation und Western Blot erfblgt. 

40. Verwendung dnes Verfehrens gemaB einem der Anspriiche 1 bis 28 oder dnes Testkits 
gemaB dnem der An^ruche 29 bis 39 zum Auffinden von Substanzen, die speafisch y- 
Sekretase inhibieren konnen. 

41. Substanz aufSndbar mit dnem Verfehren gemaB einem der Anspruche 1 bis 28 oder einem 
Testkit gemaB dnem der Ans|>rucfae 29 bis 39, dadurdi gdcennzddmet, daB sie speTifisdi die 
proteolytische Spaltung eines y-Sekretase-Substrats inhibiert. 

42. Verwendung einer Substanz gemSB Ajispruch 41 zur Herstellung eines Medikaments zur 
Behandhmg neurodegenerativer Erkrankungen, tnsbesondere der Alzfaeimer-Krankhdt 

43. Pharmazeutisdie Fomailiwiing, die dne Substanz ganaB Ani^nich 41 cnthalL 
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(57) Abstract: The invention 
rdates to a meftod fw identifying 
specific Y-secretase hdubitofs 
which can be used for treating 
neuro-degeaerative diseases, in 
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Hie invention also rdates to a 
test kit which can be used for 
said method, in ad^cn to the 
use of this test Kt or method 
to identify substances which 
specifically inhibit y-secretase. 
A fiirther embodiment lelaiies 



to pharmaceutical fbnmdatioas 
which contain said substances. 

(57) Zusammenfiassnng: Die 
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Fcld der Verfatewi zum AufiSnden 



Inhibitoren, die zur Bebandlung 
van neurod^enerativen Eriaan- 
kungen eingesetrt werden fcSnnen, 
insbesondene von Verfahren, die 
in vino durchgeltihrt werden 

. kSnnen. Faner betrifft diese 
Etfindung eiiien TesiMt, mit dem 
das eifindungsgenasse Veriialinai 
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Relevant claims nos. 41-43 relate to compounds or the use of said compounds, each 
characterized by a desirable peculiarity or property, namely that said compounds can be 
discovered using a method according to claims 1 to 28. 

The patent claims therefore cover all compounds having the aforementioned peculiarity or 
property, whereas only one compound is supported by the patent application in the description 
according to the terms of PCT Article 5. In the present case, the patent claims lack the 
appropriate support and the patent application lacks the required disclosure to such an extent 
that a meaningful search encompassing the entire scope of protection sought seems 
impossible. Aside from this, the patent claims also lack clarity under the terms of PCT Article 
6 in attempting to define the compound by the result they strive to attain in each case. This 
absence of clarity is such that it makes it impossible to conduct a meaningful and complete 
search. For this reason, the search focussed on parts of the patent claims that appeared to be 
clear, supported or disclosed according to the aforementioned terms, namely to the parts 
relating to the compound A on page 1 0, lines 2 1 -26. 

The applicant is therefore advised that patent claims, or sections of patent claims relating to 
inventions for which no international search report was drafted, cannot normally be the 
subject of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). EPO policy, when 
acting as an International Preliminary Examining Authority, is normally not to carry'out a 
preliminary examination of subject matter, for which no search has been conducted. This is 
also the case, irrespective of whether the claims are amended following receipt of the 
mtemational search report (PCT Article 19) or during any PCT Chapter II procedure whereby 
the applicant submits new patent claims. 
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Fortsetzung von FeTd 1.2 



D e geltenden Patentanspruche 41-43 beziehen sich auf Verbtndungen Oder 
die Verwendung dleser Verbindungen, Jewells charakterlsiert durch eine 
erstrebenswerte Eigenheit Oder Eigenschaft, nanilich da8 diese 
Verbindungen aufflndbar sind mit einem Verfahren gemiB Anspruchen 1 bis 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Verbindungen, die diese Elaenheit 
Oder Eigenschaft aufwelsen, wohingegen die Patentanmeldung Stiltze durch 
die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fur eine Verbindung liefert 
IVZJTf^"! '^^"/^^le" Patentanspruchen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patentanmeldung die niitige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB e ne sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbere ch 
^rPl'p^T®"^?®!"*: "^esungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die In 
Art 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in 1hnen versucht wird, die 
Verbindung Gber das jewel Is erstrebte Ergebnis zu definieren. Auch dieser 
Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche Ober 
den gesamten erstrebten Schutzberelch unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Teile der PatentansprQche gerichtet, welche 1m o.a 
hI?I^!Jl^ 5]^".*, ^!f*^*^* offenbart erscheinen. namlich die Telle 
betreffend die Verbindung A auf Seite 10, Zeile 21-26 erlautert. 

darauf hingewiesen, daS Patentanspruche, Oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT) In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlLfigen PrQfung 

Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorlieqt 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des " 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden {Art. 19 PCT) oder 
tcT n!l P ]' dr/f^l^ei^ ™ Zuge des Verfahrens gemaB Kapit^l II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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